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Sazetak

Cjelogenomsko istrazivanje u preciznoj i personaliziranoj pedijatriji
Jurica Medari¢

Cjelogenomska istrazivanja relativnho su nova metoda koja je posljednjih godina
uzela zamah u najrazvijenijim zemljama svijeta, jer su napreci u tehnologiji
sekvenciranja DNA omogucdili su njihovu vec¢u dostupnost i bolji omjer uloZenog i
dobivenog do te mjere da se u nekim zemljama razmatra njihovo uvodenje u rutinsku
praksu. Za razliku od dosadasnjih rutinskih metoda probira i dijagnostike koje se
baziraju na biokemijskim markerima i detekciji ciljanih gena, cjelogenomska
istrazivanja ne samo da omogucuju vecu pokrivenost genetskih bolesti koje se mozda
ne mogu detektirati rutinskim testovima, vec¢ i pruzaju veéu preciznost u detekciji istih,
pomazu u otkrivanju statusa nositelja recesivnih i mutiranih gena koji su rizicni za
nastanak monogenskih bolesti, multifaktorijalnih bolesti i malignih bolesti, pomazu u
planiranju obitelji, omoguc¢uju otkrivanje velikog broja nepoznatih genetskih bolesti i
neotkrivenih varijanti poznatih bolesti, te farmakogenomski znacajnih varijanti gena
koje omogucuju personalizirani pristup u prevenciji bolesti, planiranju i provedbi
lije€enja. S ekonomskog gledista takva istrazivanja jo$ su uvijek prili€no neisplativa.
Ali, s obzirom na kontinuirani trend pada cijena i saznanja koja nam takva istrazivanja
omogucuju, postoje vrlo ¢vrsti argumenti da se ona uvedu u rutinsku praksu i ostvare

uvjete potrebne za daljnji razvoj precizne i personalizirane medicine.

Kljucne rijeCi: genom, cijelogenomsko istraZivanje, precizna medicina,

personalizirana medicina, pedijatrija



Summary

Whole genome sequencing in precision and personalized pediatrics
Jurica Medarié

Whole genome sequencing is a relatively new method that is increasingly being
used in highly developed countries in the recent years, as it has become more
available and cost-efficient due to advancements in DNA sequencing technologies up
to the point where some countries are considering implementing it into routine practice.
As opposed to currently used routine methods of screening and diagnostics based on
biochemical markers and detection of select genes, whole genome sequencing not
only enables increased coverage of diseases that may be undetectable by routine
methods, but also offers higher precision in their detection, aids detection of carrier
status for genetic variants that increase risk of monogenic diseases, multifactorial
diseases and malignant diseases, aids reproductive planning, enables discovery of a
substantial number of previously unknown genetic diseases and unknown variants of
known diseases, as well as pharmacogenomically significant gene variants that may
enable personalized approach to disease prevention and management. From an
economic point of view, whole genome sequencing is still rather cost-inefficient.
However, considering the recent trends of declining sequencing costs as well as the
knowledge whole genome sequencing can provide, there are very solid arguments for
their implementation into routine clinical practice, which would enable further

development of precision and personalized medicine.

Key words: genome, whole genome sequencing, precision medicine,

personalized medicine, pediatrics



1. UVOD

Cjelogenomsko istrazivanje (eng. Whole Genome Sequencing, WGS) je
postupak odredivanja slijeda nukleotida gotovo cjelokupne DNA Covjeka (1) pomocu
tehnika masovnog paralelnog sekvenciranja, poput llumina tehnike, pirosekvenciranja
ili Single-molecule real-time (SMRT) tehnike (2). To je relativno nova metoda koja
omogucuje mnoge napretke u biomedicinskim znanostima i klini¢koj praksi, kao $to su
preciznija dijagnostika genetskih bolesti, precizniji i opsezniji novorodenacki probir,
opsezniji probir odrasle populacije (3, 4), otkrivanje do tad nepoznatih genetskih
bolesti, varijanti poznatih bolesti (5), preciznije otkrivanje varijanti nesigurnog znacenja
(6) cjelogenomske asocijacijske studije (eng. Genome-wide association studies —
GWAS) (7), otkrivanje frekvencije mutacija medu generacijama (8), frekvenciju
mutacija u tumorima (9), te, u krajnjoj liniji, napredak precizne (10), personalizirane
(11) i preventivne medicine (12). S obzirom na trendove pada cijene sekvenciranja
genoma proteklih godina (13, 14), razumno je pretpostaviti da ¢e se ova metoda

ustaliti u kliniCkoj praksi kroz desetak godina, barem u razvijenim zemljama svijeta.



2. CILJ RADA

Ovaj rad pozabavit ¢e se primjenama cjelogenomskih istraZivanja u
klinickoj praksi, s najveé¢im naglaskom na pedijatriju, ograni€enjima istih, omjerima
ulozenog i dobivenog, preprekama implementaciji u kliniCku praksu, etikom
objavljivanja osobnih genetskih nalaza, legalnim aspektima genetskih nalaza i

implikacijama za buducnost.



3. MOGUCE PRIMJENE U PRAKSI

Kao &to je ve¢ spomenuto u uvodnom dijelu, WGS ima mnogobrojne
potencijalne primjene u kliniCkoj praksi, a primjena koja ¢e vrlo vjerojatno imati
najpovoljnije dugoroCne ishode je novorodenacki genetski probir. Novorodenacki
probir, koji se provodi u veéini zemalja svijeta s razvijenim zdravstvenim sustavom, pa
tako i u Republici Hrvatskoj, po€eo se provoditi krajem 1960-ih u SAD-u (15), i brzo se
prosirio na velik dio zdravstvenih sustava u svijetu. Danas se zasniva na detekciji
biokemijskih markera nasljednih bolesti pomoéu metoda kao $to su masena
spektrometrija, enzimski eseji ili imunoeseji. U nekim zemljama obuhvacéa nekoliko
desetaka nasljednih bolesti i napravio je ogromne pomake u smanjenju
novorodenackog morbiditeta i mortaliteta (16), a daljnji veliki pomaci su na pomolu veé
u bliskoj buducnosti. S obzirom na to da se ogroman broj nasljednih bolesti ne moze
dijagnosticirati rutinskim metodama probira i na Cinjenicu da jo$ uvijek velik dio
pacijenata u neonatalnim jedinicama intenzivne skrbi umire od nasljednih bolesti (17),
postoji potreba za implementacijom novih tehnika probira i dijagnostike u rutinsku
klinicku praksu — WGS metoda je idealni kandidat za ispunjavanje ovih potreba.
Postoji nekoliko studija o primjeni metoda genomskog sekvenciranja u neonatalnoj
medicini (18, 19), a vjerojatno najveci pomak prema uvodenju genomskih istraZivanja
u novorodenacki probir, i rutinsku klinicku praksu opcenito, napravio je istrazivacki
projekt Genomes2People (G2P) pri Brigham and Women's Hospital Harvardskog
sveucilista. To je krovni projekt, koji objedinjuje nekoliko manjih projekata i studija
poput BabySeq, MedSeq ili I-PICC, nastao sa svrhom ubrzanja uvodenja genetickih
tehnologija u zdravstvo, kao i istrazivanja njihovog utjecaja na zdravstvene ishode,

zdravstvenu ekonomiju i ponaSanje korisnika genetskih usluga (20).



U sklopu ve¢ navedenog projekta G2P proveden je projekt pod nazivom
.BabySeq” Ciji je cilj ispitati povoljne ishode metoda cjelogenomskog sekvenciranja u
novorodenackom probiru i dijagnostici, utjecaj na ponasanje obitelji novorodenceta, i
ekonomsku isplativost navedenih metoda (18, 21). Pokazalo se da genetski probir
zdrave novorodencadi ima puno vecu osjetljivost za detekciju vecine gena Kkoji
predisponiraju nastanak nasljednih bolesti od detekcije bolesti rutinskim biokemijskim
probirom, te da moze detektirati varijante gena vrlo male ucestalosti, ali se takoder
pokazalo i da ga ne moZe u potpunosti zamijeniti, barem za sad, jer postoje dokazi o
tome da se dijagnosti¢ki ishodi WGS-a i novorodenackog probira ne preklapaju u
potpunosti — primjerice, fenilketonurija se puno brze, jednostavnije i preciznije otkriti
mjerenjem razine fenilalanina u krvi (22, 23, 24). To bi se s vremenom moglo
promijeniti s obzirom na to da se publicira sve viSe cjelogenomskih asocijacijskih
studija (GWAS) — to su genetsko-epidemiolo$ke studije kojima je cilj povezati genske
varijante s KliniCkim obiljezjima pacijenata, kako bi se u konacnici poboljSalo
razumijevanje povezanosti genetskih obiljezja s bolestima (25). O primjeni novih
genetickih metoda u GWAS bit Ce rijeCi kasnije. WGS metoda je u velikoj prednosti i
u dijagnostici suspektno nasljednih bolesti u tome da ima puno vecéu osjetljivost od
rutinskih metoda, a i omogucuje dijagnozu nasljednih bolesti u slu¢ajevima kada
klini¢ari uopce ne sumnjaju na genetsku etiologiju, kada klini¢ka slika ne ispunjava sve
kriterije za dijagnozu nasljedne bolesti, kada se preklapaju klinicke slike viSe bolesti
(19, 26) i kada se bolesti javljaju s odgodom (poput genetski uvjetovane gluhoce,
intelektualnih poteskoca ili metaboli¢kih bolesti poput defekta biotinidaze) (21). S
obzirom na to da neke nasljedne bolesti mogu vrlo brzo napredovati, javlja se i potreba
za brzom dijagnostikom istih kako bi se moglo djelovati prije nego nastanu trajna

ostecenja ili dode do smrti pacijenta. Nekoliko studija pokazalo je da je itekako moguce



ubrzati proces dijagnostike nasljednih bolesti metodom WGS i tako smanijiti broj
nepovoljnih ishoda (jedna studija je pokazala da je moguce skratiti vrijeme od
uzorkovanja do provizorne dijagnoze na 26 sati (27)), a u isto vrijeme i saznati daleko
viSe informacija nego $to je to moguce rutinskim metodama i smanijiti broj nepotrebnih
empirijskih metoda lijeCenja (28, 29). Takoder, rezultati genetskog testiranja imaju
potencijala znatno utjecati na daljnji tijek lijecenja i dijagnostike, bilo da dovedu do
promijene u dijagnostickom i/ili terapijskom pristupu (30, 31), dodatnih dijagnostickih
pretraga i metoda lijeCenja, postede od invazivnih dijagnostickih metoda i suviSne
terapije (26, 31, 32), promjene u upucivanju na subspecijalistiCku konzultaciju i
lijeCenje (32) ili do pocCetka palijativne skrbi (31). Takoder postoje dokazi da, osim
detekcije monogenski uvjetovanih bolesti i drugih stanja, nalazi metode WGS u
kombinaciji s drugim €imbenicima poput dobi, spola, nekih okolidnih ¢imbenika i
obiteljske anamneze mogu upucivati i na povecéan rizik od multifaktorijalnih bolesti kao
Sto su bolest koronarnih arterija, infarkt miokarda, nagla sr€ana smrt, dijabetes tipa 2
ili tumori (34). U nekim sluCajevima, rezultati genetske dijagnostike potaknuli su
roditelje pacijenata da se sami testiraju kako bi otkrili koje genske varijante za
nasljedne bolesti saminose, a u nekim od tih slu¢ajeva sekvenciranje genoma roditelja
pomoglo je utvrditi patogenost nekih genskih varijanti (21). U svakom slu€aju, broj

povoljnih ishoda moZe se vrlo zna€ajno povecati.

Jo$ jedna vrijednost probira i dijagnostike metodom WGS je mogucénost
pouzdane tipizacije svih eritrocitnih i trombocitnih antigena. Ovo je vrlo vazno jer
metode koje se trenutno koriste u praksi, konkretno seroloSke metode i SNP (eng.
Single nucleotide polymorphism) array, ne pokrivaju kompletan spektar imunogenih
krvnih antigena jer za neke antigene ne postoje seroloski reagensi, a SNP array moze

greSkom detektirati neaktivhe gene, ne pokriva sve gene koji kodiraju krvne antigene



I nije u stanju u potpunosti tipizirati antigene grupe ABO i Rh (35). Usporedbom WGS
sa SNP arrayem i seroloSkim metodama na uzorcima ispitanika iz projekta MedSeq i
studije INTERVAL, Lane et al. pokazali su da je detekcija krvnih antigena WGS
metodom uz pomoc¢ odgovarajuceg racunalnog algoritma superiorna SNP array
metodi i seroloSkim metodama zajedno (36). S obzirom na to da su hemolitiCke
reakcije uzrok smrti 15% pacijenata umrlih zbog komplikacija nakon transfuzije (37),
te da su ostale reakcije na krvne antigene uzrok brojnih komplikacija u novorodenackoj
dobi poput novorodenacke trombocitopenije i poveéanog rizika od intrakranijalnog
krvarenja (38), glavna korist od uvodenja WGS u transfuziologiju bila bi znatno
smanjenje mortaliteta i morbiditeta zbog transfuzijskih reakcija, pogotovo kod

pacijenata koji zahtijevaju opetovane transfuzije.

U usporedbi s ve¢ ustaljenim metodama genetiCke dijagnostike i istrazivanja,
prije svega metodom testiranja genetskih panela (engl. Gene panel testing, GPT) koja
se bazira na detekciji SNP-a u predodredenim setovima gena za Cije je varijacije
poznato da imaju utjecaja na fenotip (7), WGS omogucuje otkrivanje daleko veceg
spektra varijanti gena u usporedbi s GPT (5, 39, 40, 41) jer se, za razliku od GPT, ne
ograni¢ava samo na predodreden set gena (40). Osim toga, WGS mozZze otkriti vrlo
rijetke varijante (reda veli€ine 1:100 000 i rjede, dok GPT postaje nepouzdan za
varijante ucestalosti reda veliCine 1:1 000 i manje), omogucuje takozvano fino
mapiranje genoma (39) i moze potaknuti proSirivanje postojecCih genetskih panela ili
njihovu ,personalizaciju” ovisno o prevalenciji pojedinih gena u populaciji (41). S druge
strane, WGS je znatno skuplja metoda (za usporedbu, jedan genetski panel ima cijenu
od oko 40 ameri¢kih dolara, dok jedna WGS pretraga kosta i preko 1000 USD) (39),
za sad je manje pouzdana (5), te pohrana, procesuiranje, racunalna analiza i

interpretacija podataka od strane stru¢njaka znatno su kompleksnije i skuplje (39)



nego kod GPT. Ipak, neke od ovih prepreka su barem djelomi¢no premostive s
obzirom na trend pada cijena WGS i pokuSaje optimizacije radnih procesa baziranih
na metodama genetskog sekvenciranja (40). Navedeni razlozi ¢e vrlo vjerojatno
omoguciti ogroman pomak u GWAS jer je, prije svega, spektar informacija koje WGS
moze otkriti neusporedivo veci od onoga koji GPT moze otkriti. Vrijedi joS spomenuti
kako GWAS baziran na metodi WGS potencijalno omogucava otkrivanje nebrojenih
interakcija gena i okoliSa, kao Sto sugeriraju Tam et al. (42), a i dokazi povezanosti
gena i fenotipa statistiCki su znatno ja¢i nego kod GWAS baziranih na detekciji SNP-

a (41).

Sliéni principi primjenjivi su i na dijagnostiku bolesti suspektne genetske
etiologije, poput kardiomiopatija. Gdje su genetski paneli jeftiniji, brzi, manje radno
zahtjevni i pouzdaniji u dijagnostici bolesti u €ijoj su podlozi poznate varijante gena, tu
WGS pruza moguénost otkrivanja dotad nepoznatih i/ili rijetkin varijanti, ali i
sekundarnih informacija poput rizinih gena za druge bolesti (poput malignih tumora),
varijanti nesigurnog znacenja, statusa nositelja recesivnih gena i/ili farmakogenomski
znacajnih varijanti gena (5). A osim $to je metoda WGS u prednosti u kolicini
informacija koje nam pruza, pokazalo se da ¢esto moze biti i u prednosti 5to se ti€e
uStede vremena i novaca kod pacijenata kojima genetski poremecaj nije
dijagnosticiran u kratkom roku — istraZivanja su pokazala da genetsko testiranje trosi
znatno manje resursa i zahtjeva znatno maniji broj posjeta lije¢niku od konvencionalne
dijagnostike, a metoda WGS mogla bi, u najmanju ruku, nadopuniti dijagnostiku

genetskim panelima kao genetsko testiranje druge linije (43).

Mora se uzeti u obzir i Cinjenica da postoji ogroman broj gena i varijanti gena
za koje se ne zna na koji nacin utjeCu na fenotip osobe i razvoj bolesti u nj, kao i
ogroman broj gena i varijanti za koje se ne zna da postoje. S obzirom na to da WGS

7



Cesto otkrije mnogo varijanti nesigurnog znacenja, ali i uzevsi u obzir da se otkriva sve
viSe veza izmedu gena i bolesti (takoreci, rezultati stalno evoluiraju), javlja se potreba
za naknadnim reanaliziranjem i reinterpretacijom genoma, koja moze utvrditi postoji i
rizik za odredene bolesti dugo vremena nakon prvobitnog sekvenciranja i analize (6,
26, 44, 45). Nazalost, mogucnost da znatan broj bolesti i/ili rizika ostaje neprepoznat
uvjetuje potrebu za ucestalim ponovnim analizama koje su ekonomski, radno i
vremenski zahtjevne, ili za nekom vrstom automatskog sustava za dojavljivanje
novootkrivenih veza gena i bolesti, a prvi pomaci na tom polju su ve¢ napravljeni (6,

46).

Sekundarni ili slu€ajni nalazi su medicinski znac€ajni nalazi varijanti gena koja
nisu povezana s izvornom indikacijom za genetsko testiranje, ali imaju znacenje u vidu
utjecaja na zdravlje pacijenta (47). Konkretno, pod ovim se misli na gene koji uzrokuju
monogenske bolesti bez obzira na to mogu li se lijeciti, gene koji dokazano povecéavaju
rizik za nastanak odredenih tumora, gene Kkoji povecCavaju rizik za nastanak
multifaktorijalnih bolesti, krvne grupe, gene koji mogu imati utjecaja na donoSenje
odluka u planiranju obitelji (21), genetske informacije o maj¢instvu, oCinstvu ili drugim
precima i farmakogenetski znaCajne varijante (48). Takvi nalazi mogu imati razne
utjecaje na testirane i njihove bliznje kao Sto su dodatna vremenska i financijska
opterecCenja dijagnostikom i lije¢enjem, moguénost pretjerane dijagnostike i lijecenja,
potreba za dodatnom stru¢nom interpretacijom nalaza, moguénost krive interpretacije,
preoptereéenje informacijama, stres za pacijente i njihove bliznje ili diskriminacija od
strane pruzatelja zdravstvenog osiguranja (48, 49, 50). Stoga, balansirajuci izmedu
navedenih implikacija i najboljeg interesa za zdravlje pacijenata, Ameri¢ko drustvo
medicinske genetike i genomike (eng. American College of Medical Genetics and

Genomics, ACMG) donijelo je smjernice koje preporucuju da se svim pacijentima, bez



obzira na dob, obznane sve pronadene varijante gena s preporu¢enog popisa od 56
gena za 24 bolesti (naknadno azurirano na 59 gena (51)) na koje se moze medicinski
znacajno utjecati, Sto ukljuCuje monogenske bolesti i genetske predispozicije za
tumore (47, 51), a navodi se da oko 1.7% populacije posjeduje te varijante (52).
Smatra se da oko 1-3% pacijenata s indikacijom za genetsko istrazivanje posjeduju
gene Kkoji spadaju u kategoriju patogenih i vjerojatno patogenih varijanti (53), a
razumno je oCekivati kako ¢e se taj udio povecavati s otkrivanjem novih asocijacija
gena s fenotipom, Sto daje joS jedan Cvrst argument za uvodenje metode WGS u

rutinsku klinicku praksu.

Kao $to je ve¢ spomenuto, sekundarni, ali i primarni nalazi genetskih
istraZivanja u djece mogu sluziti ne samo zdravlju djeteta, ve¢ i njihovim roditeljima
kao znacajan Cimbenik u planiranju obitelji. U brojnim studijama spominju se podaci
da su rezultati genetskog testiranja imali utjecaja na odluke o daljnjim trudnoéama
(54), potpomognutoj oplodnji, koridtenju predimplantacijske i prenatalne dijagnostike
(npr. amniocenteza i biopsija korionskih resica) (29, 32, 55), prekidima trudnoce
shodno rezultatima prenatalne dijagnostike (56), koridtenju donacije sperme ili jajnih
stanica, ili na reproduktivno planiranje opcenito (29). U nekoliko slu¢ajeva srodnici su
otisli korak dalje i odlucili se na genetsko testiranje kako bi utvrdili nose li i oni sami
recesivne gene (53, 57, 58), a u nekim slu€ajevima otkrivene su nasljedne bolesti u
obiteljskom stablu (21). U kontekstu sekundarnih otkri¢a vrijedi jo§ spomenuti kako
rezultati testiranja imaju potencijala otkriti kvalificiranost nekih pacijenata za
sudjelovanje u istraZivanjima poput asocijacijskih studija, ali i otvaraju put za
eksperimentalno lijeCenje kod pacijenata koji u drugom slu€aju ne bi imali nikakvu

opciju lije€enja (26, 31).



Sekundarni nalazi takoder otvaraju vrata oportunistickom genetskom probiru
odrasle populacije (4), a trendovi u padu cijena sustavhom genetskom probiru
odraslih, slicnom prethodno opisanom novorodenackom genetskom probiru. Za
razliku od postojecih sustavnih probira, genetski probir je tzv. ,predispozicijski probir,
odnosno viSe se fokusira na gene koji predisponiraju nastanku bolesti nego genima
koji su sami odgovorni za njihov nastanak (57), poput povecanog rizika od sréanih
incidenata, dijabetesa tipa 2 (34) ili Lyncheva sindroma (60). Prema dosadasnjim
istrazivanjima, predispozicijski probir imao je skroman izravan utjecaj na zdravlje
korisnika u vidu promijene terapije, prehrane, vjezbovne rutine ili konzultacija s
ljeCnikom, kao i znatan broj razoCaranih zbog manjka novih ili zanimljivih saznanja, i
zabrinutih zbog kompliciranosti nalaza ili njihove interpretacije privatnosti njihovih
nalaza i diskriminacije od strane pruzatelja osiguranja; ali postoji i znatan broj
motiviranih za ovakva istraZivanja zbog raznih razloga — zanimanje za unaprjedenje
vlastitog zdravlja, rizik od obolijevanja, individualni odgovor na lijekove, planiranje
obitelji i buduénosti, genetiku opcéenito, zabrinutost zbog obiteljske anamneze, ili pak
znatiZelja oko vlastitog genetskog sastava i/ili porijekla, pa €ak i genetike opcenito
(61), Sto dodatno govori u prilog ovakvoj primjeni genetskih istrazivanja. Dakako,
postoji i mogucnost lazno pozitivnih ili lazno negativnih nalaza, stvaranja laznog
pouzdanja u nalaze kao posljedice neprikladne interpretacije, i kao i potreba za tzv.
~-dubokom fenotipizacijom” kod genetskih bolesti koje imaju varijabilnu penetrantnost
(4, 5), i shodno tome potrebno je, kao i svugdje u medicini, paZljivo balansirati izmedu
uloZenog i dobivenog, kao i paZljivo interpretirati nalaze laicima (4). Osim $to bi vrlo
vjerojatno bio velik korak naprijed ka preventivnoj medicini (4), takav probir mogao bi
posluziti i kao dopuna postojec¢im metodama sustavnog probira, u Republici Hrvatskoj

konkretno na karcinom dojke, karcinom vrata maternice i kolorektalni karcinom (62)
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jer se sumnja na ove karcinome ne moze postaviti samo temeljem rezultata

genetickog testiranja.

Naposljetku, nalazi dobiveni metodom WGS mogu otkriti i varijante gena koje
imaju znacajne farmakogenomske implikacije. lako je koncept farmakogenomike
poznat ve¢ od proSlog stolje¢a (63), ona je uzela zamah u zadnjih 10-15 godina i ve¢
su otkrivene stotine interakcija izmedu lijekova i gena, te deseci interakcija na koje se
moze klini¢ki utjecati (63), Sto je rezultiralo time da neki zdravstveni sustavi ve¢ rade
na implementaciji farmakogenomike u rutinsku praksu (64). Primjene
farmakogenomike su brojne — ona omogucava izbjegavanje nuspojava lijekova kod
pacijenata Cija genetska garnitura predisponira veci rizik od nuspojava, koje u nekih
pacijenata ¢ak mogu biti i fatalne (65), prilagodavanje doziranja lijekova kod pacijenata
Cije varijante gena utjeCu na farmakokinetiku i/ili farmakodinamiku, ili propisivanje
lijekova koiji ciljano djeluju na produkte specifiénih mutacija u nekim tumorima (tzv.
spametni lijekovi“) (63). Vaznosti farmakogenomike takoder ide u prilog i Cinjenica da
je moguce djelovati na nemali broj Cesto propisivanih, ali i ukupan broj lijekova s
farmakogenomskim interakcijama (63). Pa iako se farmakogenomika primjenjuje u
praksi ve¢ neko vrijeme, dokazi o ishodima u vidu promijene terapijskog rezima i
omjera ulozenog i dobivenog su, nazalost, relativno oskudni (65), ali potreba za tim
dokazima je prepoznata u znanstvenoj zajednici i postoje tzv. pragmati¢na kliniCka
ispitivanja kojima je cilj pribavljanje upravo takvih dokaza (66). Naravno, ono $to je
ranije spomenuto u kontekstu usporedbe metode WGS s ustaljenim metodama
genetske dijagnostike vrijedi i za farmakogenomiku — zbog obilja informacija koje nam
pruza metoda WGS vrlo je izgledno da ¢e farmakogenomika znatno napredovati, ali
preduvjet za Siru primjenu u praksi su Cvrsti dokazi iz asocijacijskih studija i

pragmati¢nih klinickih ispitivanja.
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4. PREPREKE I IZAZOVI

lako uvodenje metode WGS u rutinsku kliniCku praksu ima brojne prednosti,
poput bolje dijagnostike i terapije bolesti s nasljednom podlogom, ipak postoje znatne
prepreke na tome putu. Prije svega, sekvenciranje cijelog ljudskog genoma vrlo je
skupo. Unato¢ kontinuiranim trendovima pada cijene sekvenciranja ljudskog genoma
(13), ono je i dalje vrlo skupo u usporedbi s mnogim drugim pretragama, $to ga jo$
uvijek €ini neisplativim za rutinsku upotrebu u dijagnostici i probiru. Pa iako neki izvori
navode cijene sekvenciranja reda veliCine izmedu 300 i 400 USD (67), cijene u
kliniCkom kontekstu su u stvarnosti znatno vece zbog dodatnih troSkova na kontrolu
kvalitete (potvrdivanje varijanti Sangerovom metodom i bioinformaticka analiza mogu
saCinjavati oko 25% ukupnih troSkova (68), a strogi zahtjevi za validacijom u
ovlastenim laboratorijima dodatno doprinose inflaciji cijene (69)), razvoj novih
tehnologija i metoda za optimizaciju procesa sekvenciranja, informatic¢ku
infrastrukturu, analizu i interpretaciju rezultata sekvenciranja (13, 70). StoviSe, podaci
pokazuju da se cijene jako razlikuju i ovisno o zemlji u kojoj je sekvenciranje
provedeno (70), $to je, uostalom, logi¢no jer se cijena rada i razvijenost infrastrukture
u razli¢itim zemljama i zdravstvenim sustavima znatno razlikuje. Takoder, cijena se

navodi kao jedan od znacajnih razloga zabrinutosti pacijenata u kontekstu WGS (61).

Ali unatoc€ i dalje visokim cijenama, pokazalo se da dijagnostika metodom WGS
ima dobru isplativost. Kada se usporedi s drugim metodama genetske, ali i
konvencionalne dijagnostike kod bolesti poput djecjih neuroloskih razvojnih bolesti,
neuromuskularnih bolesti ili suspektnih monogenskih bolesti, WGS moze ustedjeti
znatne koliCine vremena i novca ako se rano uvede u proces dijagnostike u pacijenata
kod kojih genetsko testiranje prve linije (npr. genetski paneli) nije dalo rezultata, ve¢
su bile potrebne dodatne genetske i/ili konvencionalne dijagnosticke metode (43, 70).
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Pokazalo se, takoder, da je metoda WGS isplativa u pogledu slu¢ajnih nalaza kod
nekih pacijenata, pa €ak i kod zdravih pojedinaca (70), unato¢ tome Sto inducira
dodatne troSkove u vidu popratne dijagnostike ili lijeCenja (52). Drugim rijeCima, ovi
podaci sugeriraju da bi dijagnostika metodom WGS mogla biti isplativa unutar kruga
institucije jer postoji potencijal neto ustede sredstava. Dodu$e, dostupni podaci imaju
ograniCenja poput malog broja ispitanika, raznolike kvalitete studija i nepotpune
analize troSkova, Sto stvara potrebu za dodatnim studijama ovakvog tipa koje bi
preciznije analizirale isplativost dijagnostike metodom WGS (56, 70). Takoder se javlja
problem manjka podataka o koristi i isplativosti farmakogenomskog testiranja, zbog
Cega pruzatelji zdravstvenog osiguranja mozda ne bi htjeli pokrivati troSkove istog
(65). Temeljem podataka da komercijalni pruzatelji zdravstvenog osiguranja imaju
vecu tendenciju pokriti cijenu sekvenciranja cijelog genoma od onih vladinih, Thiffault
et al. sugeriraju da je potrebno uloZiti u edukaciju osiguravatelja o isplativosti i vaznosti
takve vrste dijagnostike kako bi se povecali izgledi za njezino pokri¢e (56). Ali kada se
uzme u obzir da kontinuirano raste broj otkri¢a veza izmedu gena i fenotipa i s obzirom
na potencijalnu korist i ustede koje sekundarni nalazi genetskog testiranja omogucuiju,
razumno je pretpostaviti da Ce isplativost dijagnostike i probira metodom WGS

kontinuirano rasti.

Zbog koli¢ine i kompleksnosti informacija koje pruzaju metode genetskog
testiranja, vazno je pozabaviti se problematikom interpretacije nalaza geneti¢kog
testiranja jer ona mozZe znatno utjecati na ishode dijagnostike i/ili probira, pogotovo
kada nalaze interpretiraju lije¢nici koji nisu struCnjaci za genetiku (71). Realna je
mogucnost da se pacijente zbuni zbog neadekvatne interpretacije, i uslijed
nesporazuma oni na krivi nacin koriste te informacije i mogu se upustiti u prekomjernu

dijagnostiku i lijeCenje (72), ali isto tako je moguce i da im se uslijed nesporazuma
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potencijalno korisna daljnja dijagnostika i lijeCenje uskrate ili da ih pacijenti odbiju.
Problem je, takoder, Sto lijeCnici €esto podcjenjuju ili odbacuju vrijednost nalaza
genetskog testiranja (71). |z ovih razloga treba ustrajati na educiranju lije€nika o
genetskoj terminologiji, nacinu komuniciranja nalaza s njihovim pacijentima, vaznosti
pojedinih nalaza, alii na tome da se informacije prenose lije€nicima na jasan i koncizan
nacin kako bi se lijecnike bar donekle rasteretilo (71, 72). Dosadasnji podaci sugeriraju
da je uz adekvatnu edukaciju, kontekstualizaciju nalaza i dobro klinicko prosudivanje
itekako moguce sprijecCiti bespotrebne vremenske i financijske troSkove posljedi¢no
genetskim nalazima (72), $to ide u prilog potrebi genetskog educiranja lijecnika
primarne zdravstvene zastite, ali i lijeCnika specijalista koji ¢e se tijekom Kkarijere
susresti s interpretacijom genetskih nalaza. Takoder je opcija i edukacija pacijenata u
vidu genetske pismenosti kako bi se smanijili njihovi eventualni strahovi prilikom
odlaska lije€niku (71). Osim interpretacije nalaza, potrebno je optimizirati i proces
izvjeStavanja nalaza genetskih testiranja. Neki identificirani problemi su razli€iti kriteriji
u formularima za informirani pristanak, promijene kriterija za izvjestaj uslijed primitka
nalaza (koji geni ¢e biti uvrsteni u izvjestaj, negativni rezultati, preporuke za genetsko
savjetovanje), proces uvrstavanja farmakogenomskih nalaza u e-kartone pacijenata i
komunikacija fenotipova s laboratorijima koji vrSe sekvenciranje. Na primjeru
istraZivanja s genetskim panelima, pokazalo se da optimizacija procesa izvjeStavanja
mozZze vrlo zna€ajno ubrzati procese sekvenciranja, interpretacije nalaza i izvjeStavanja
(73). Takoder, vrlo je vazan i izbor genskih varijanti koje ¢e se uvrstiti u izvjestaje
genetskih testiranja zbog Cinjenica da neke varijante imaju varijabilnu penetrantnost,
neke samo doprinose riziku za razvoj bolesti, ucinci nekih varijanti nisu dobro (ili
uopce) opisani u literaturi, te da za neke bolesti s kasnijim ispoljavanjem ne postoje

terapijske opcije (21). Neki autori preporu€aju da se nalazi bolesti s varijabilnom
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penetrantnoS¢u, kasnim ispoljavanjem i/ili nemoguénoSc¢u intervencije obznane
pacijentima naknadno zato da bi se izbjegle negativhe psihosocijalne posljedice i

troSkovi na dijagnostiku i pokuSaje lijecenja (21).

lako obznanjivanje sekundarnih nalaza statusa nositelja recesivnih gena moze
imati odredene pogodnosti kao Sto su dodatne informacije za planiranje obitelji i
eventualna promjena stila zivota ovisno o genima koje nose, takoder moze biti
problem jer mozZe psihiCki opteretiti obitelj i dijete, potaknuti kaskadno testiranje
Clanova obitelji i time dodatno opteretiti obitelj vremenski, financijski i psiholoski,
uzrokovati nesporazume (21) i potaknuti diskriminaciju od strane pruzatelja
zdravstvenog osiguranja i poslodavaca (74). RjeSavanju ovih poteskoca pokusalo se
pristupiti edukacijom pacijenata o osnovnim genetskim pojmovima (kao S$to je
autosomno recesivno nasljedivanje), znacenju pojedinih varijanti i reproduktivnom
riziku koji te varijante mogu predstavljati, a Sto se tice diskriminacije, u viSe drzava
postoje zakonski mehanizmi sprjeCavanja diskriminacije na genetskoj osnovi (75).
Takoder se javlja problem obznanjivanja nalaza VUS — ako ih se previSe obznani
roditeljima, postoji moguc¢nost da poduzmu suviSne korake, npr. potpomognutu
oplodnju s predimplantacijskom dijagnostikom ili kaskadno testiranje vlastitih genoma,
a ako se premalo takvih varijanti obznani postoji moguénost stvaranja laznog
pouzdanja u rezultate i veCe mogucnosti da ¢e eventualno daljnje potomstvo biti
zahvacéeno varijantama koje se pokaZu patogenima (74). Neki, pak, sugeriraju da je
razloga za zabrinutost u pogledu pretjeranog koriStenja zdravstvenih resursa i
anksioznosti kod primanja nalaza manje nego se isprve mislilo (52). Postavlja se,
takoder, pitanje: kada i kako djeci obznaniti da su nositelji patogenih recesivnih gena?
Eventualno rjeSenje moglo bi se nadi u biljezenju rezultata testiranja njihovih genoma

i elektroni¢kim kartonima i pravovremenim podsjeéanjem roditelja.
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Jedna od prepreka za uvodenje WGS u pedijatriju, odnosno medicinu opcenito,
je relativan manjak podataka o tome kako roditelji, ali i pacijenti opcenito, percipiraju
genetsko testiranje njihove djece, i o njihovom interesu za genetsko testiranje (76, 77).
Dosadas$nji podaci pokazuju da, iako postoji odredena razina interesa, postoje razni
razlozi za manjak interesa, kao i strahovi i nedoumice na koje bi se eventualno moglo
utjecati kako bi se viSe pacijenata pridobilo za istraZivanja i dijagnostiku metodama
genetskog testiranja. NajceSce se navode razlozi poput opcenitog manjka interesa za
sudjelovanje u istrazivanjima, dizajn i logistika studije, strah od diskriminacije od strane
pruzatelja osiguranja, zabrinutost oko privatnosti osobnih podataka, strah od
nepoZzeljnih sekundarnih nalaza (pogotovo onih za koje ne postoje terapijske opcije),
zabrinutost zbog nesigurnih nalaza (bolesti s varijabilnom penetrantnoséu, geni koji
povecéavaju rizik od nastanka multifaktorijalnih bolesti), psiholoski utjecaj nalaza
opcenito, te emocionalna preplavlijenost u postpartalnom periodu i/ili zbog
hospitalizacije djeteta u jedinici intenzivne skrbi (76, 77). Takoder, iako je percepcija
genetskog probira pretezZito povoljna, percepcija klasicnog novorodenackog probira je
ipak povoljnija i medu pacijentima i medu lije€nicima od percepcije genetskog probira
(78), Sto moze predstavljati dodatan otpor. 1z svega ovoga moze se zakljuciti kako bi
se interes pacijenata mogao povecati optimizacijom logistike istraZivanja (npr.
uzorkovanje sline umjesto krvi, online ili telefonsko sudjelovanje u studiji, poticaji za
sudjelovanje), boljom edukacijom o privatnosti njihovih podataka i zakonskim
mehanizmima zastite od diskriminacije (prema nekim podacima, velik broj ljudi nije
svjestan nekih detalja zakonske podloge o za$titi od genetske diskriminacije, pa ¢ak
ni Cinjenice da zakonska podloga uopce postoji (79)) i raspravom o potencijalnim
psiholoskim ucincima testiranja tijekom procesa informiranog pristanka i nakon

primitka nalaza (77). S obzirom na to da se percepcija korisnosti genetskog probira
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znatno razlikuje medu pacijentima i medu lije€nicima, edukacija bi vjerojatno pomogla

uskladiti o€ekivanja obaju skupina (78).

Vec spomenuta diskriminacija na genetskoj osnovi pri zaposljavanju i pruzanju
usluga zdravstvenog i drugih oblika osiguranja je, sasvim opravdano, jedan od glavnih
izvora negativne percepcije genetskih testiranja, i podrucje na kojem ima potencijala
za znatna poboljSanja. Prije svega, potencijalna prepreka, ali moguce i prednost, je
raznolikost u zakonodavnim politikama koristenja genetskih informacija u svrhe koje
nisu medicinske i istrazivaCke. S jedne strane, postoje legislative koje su krojene
maksimalno u korist pacijenata — Francuska zakonom zabranjuje i kaznjava, nov€ano
i zatvorski, koriStenje genetskih informacija u bilo koju svrhu koja nije znanstvena i
istraZzivaCka. Kanada je slicna u tome Sto zabranjuje obvezivanje genetskog testiranja
u svrhu koristenja bilo kakvih usluga ili kupovine dobara (75). Takve legislative, iako
idu na ruku pacijentima, Stete trZistu pruzatelja osiguranja i Cine takvo podneblje manje
atraktivnim za medunarodne osiguravajuée kuce. S druge strane, neke drZave
balansiraju izmedu interesa pacijenata i trzista. U Svicarskoj, primjerice, postoji
zakonom odreden financijski cenzus ispod kojega se osiguravateljima zabranjuje
pokrice polica zdravstvenog, zivotnog i invalidskog osiguranja koriStenjem nalaza
genetskog testiranja. U Australiji i Ujedinjenom Kraljevstvu su na snazi ne-zakonske
regulative koje slicnom metodom financijskih cenzusa iznosa pokrica za razliCite
namjene u kontekstu zdravstvenog i Zivotnog osiguranja poticu trziSte na
samoregulaciju, sa svrhom podjednake zastite pacijenata i interesa trzista u znatno
fleksibilnijem podneblju od onog koje je striktno regulirano zakonom. SAD, popriste
najveceg broja istrazivanja primjene genetike u klini¢koj medicini, iako ima zakonsku
osnhovu izglasanu nakon dugotrajnog i mukotrpnog procesa, i dalje zaostaje u vidu

zastite prava pacijenata zbog zakonske rupe koja dozvoljava osiguravateljima da
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diskriminiraju osobe na genetskoj osnovi prilikom pruzanja polica dugoroc¢nih i Zivotnih
osiguranja (75). U Republici Hrvatskoj diskriminacija na genetskoj osnovi je tek Sturo
definirana Zakonom o suzbijanju diskriminacije (80), te ¢e stoga vjerojatno biti
potrebno bolje definirati taj dio zakona po uzoru na gore navedene zemlje kada se
genetska dijagnostika s vremenom pocne nasiroko primjenjivati u klinickoj praksi i u

RH.

EtiCke implikacije u kontekstu sekvenciranja cijelih genoma su znacajne u
mnogobrojne, pogotovo u kontekstu sekundarnih nalaza. Prije svega, prediktivha mo¢
genetskih testova moze imati znaCajan utjecaj na psihosocijalno blagostanje
pojedinaca s genetskim predispozicijama, i opravdano uzrokuje zabrinutost oko
socijalne stigmatizacije (ako genetske informacije postanu javne) i raznih oblika
diskriminacije (obradeno ranije u tekstu). Genetske informacije su, takoder, Cesto
kompleksne i imaju probabilistiCku prirodu, Sto mozZe uzrokovati nesigurnost,
nepovjerenje i anksioznost u pacijenata (i stoga je iznimno bitna kvalitetna
interpretacija nalaza). U kontekstu pedijatrije javlja se problem nesposobnosti
samostalnog odlucivanja u vecine djece, $to zahtjeva pristanke putem surogata,
obi¢no roditelja. lako su roditelji u vecini slu€ajeva prikladni surogati za donoSenje
odluka, javlja se problem u slu€ajevima kad se njihove odluke kose s interesima
zdravlja njihovog djeteta. A osim implikacija na same pacijente, genetski nalazi mogu
imati i znatne implikacije na rodbinu s obzirom na to da je vecina genetskih bolesti

naslijedena (81).

Etika je vrlo kompleksan aspekt medicine opcenito, pogotovo u kontekstu
genetskih testiranja jer je to podrucje u razvoju u kojem Cesto dolazi do sukoba etickih
nacCela. S jedne strane, medicinska etika nalaze postivanje pacijentovog prava na
autonomiju, a s druge strane nalaze da lijeCnik mora djelovati u najboljem interesu
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pacijenta i da pacijent ima pravo znati, i ta se nacela suprotstavljaju u odredenim
situacijama u kontekstu genetskih istraZivanja. Pacijent (ili roditelji pacijenta, u
kontekstu pedijatrije) u postupku informiranog pristanka ima(ju) pravo odbiti primitak
sekundarnih nalaza sekvenciranja, ali u nekim slu€ajevima ti nalazi imaju znacajne
implikacije na zdravlje pacijenata, a nekad i njihovih obitelji, i lije€nik u takvoj situaciji
mora birati koje ¢e nacelo prekrsiti. Tendencija je da se prednost daje interesu zdravlja
pacijenta i, u sluCajevima kada je to primjenjivo, njihove obitelji — to znaCi da se
sekundarni nalaz svakako treba obznaniti pacijentu i/ili njihovoj obitelji ukoliko ima
znatne implikacije na zdravlje i/ili planiranje obitelji, a da u isto vrijeme postoji
mogucnost djelovanja na nj, $to se, uostalom, odrazava i u brojnim preporukama i
regulativama (47, 69). Nekada se taj princip postuje i mimo preporuka i regulativa, a
nedavni je trend da mu se pridaje sve veca prednost pred autonomijom pacijenta i
njihove obitelji. Primjerice, u sklopu ranije opisanog projekta BabySeq opisan je slucaj
u kojem je u kriticno bolesnoga novorodenceta otkrivena mutacija gena BRCAZ2, za
kojega je utvrdeno da uvelike povecava rizik od nastanka karcinoma dojke i jajnika
(82). Nedugo prije toga, unato€ dotad ustaljenom stavu da se poStuje autonomija
pacijenata, ACMG je izdalo smjernice u kojima se preporuCuje da se pacijentima
svakako obznane sekundarni nalazi ukoliko se otkriju varijante gena s popisa od njih
56 (47) (kasnije azurirano na 59 gena (51)). lako se BRCA2 ne nalazi na ACMG
popisu, te iako je novorodence u pitanju s vremenom preminulo, lijecnici su odlucili
djelovati u najboljem interesu obitelji pacijenta i, uz odobrenje odbora institucije,
obznaniti im €injenicu da je dijete bilo nositelj BRCA2 gena, mimo ACMG preporuka
(83). Ipak, s obzirom na to da se u korist principa dobrobiti znatno narusio princip
autonomije pacijenta, a i zbog drugih sli¢nih situacija, ACMG smjernice azurirane su

2015. — umjesto preporuke da se pacijentima u svakom slu¢aju obznane sekundarni
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nalazi bez obzira na dob, nove smjernice preporuCuju da se pacijentima ponudi
moguc¢nost odbijanja primitka sekundarnih nalaza (51) kako bi se principu autonomije
dala veca vaznost. Ovo bi takoder moglo poboljSati suradljivost pacijenata i spremnost
sudjelovanja u istrazivanjima. Ovaj primjer slikovito ilustrira kako medicinska etika nije
uklesana u kamen, i da je realno ocCekivati da Ce se etiCki prioriteti u kontekstu

genetskih istrazivanja zasigurno mijenjati u dogledno vrijeme.

S druge strane, neke zemlje, primjerice Njemacka, preporuCuju da se
pacijentima ne obznane informacije o statusu nositelja recesivnih gena, ¢ime daju
vecu vaznost postivanju prava pacijenta na autonomiju, i za ovakvu neuskladenost u
preporukama na medunarodnoj razini izgledno je da ¢e otezati medunarodnu suradnju
u genetskim istrazivanjima, Sto bi svakako trebalo promijeniti boljim uskladivanjem tih

pravila (69).

Takoder se namece pitanje — kako se ophoditi s bolestima s genetskom
predispozicijom koje nastupaju u odrasloj dobi, poput Huntingtonove ili Alzheimerove
bolesti? S obzirom na to da su mnoge takve bolesti neizljeCive, treba li uopce obznaniti
pacijentima nalaze gena koji predisponiraju takvim bolestima, s obzirom na to da takva
vijest moze imati iznimno znacajan udar na psihu pacijenta i njihove obitelji? Realna
je moguénost da bi nekim pacijentima nalaz takvoga gena mogao znaciti ili smrtnu
presudu ili zivot s izvjesnim rokom trajanja, ili da djeca ne bi bila sposobna shvatiti
znacenje takvog nalaza, i zbog toga obznanjivanju takvih nalaza treba pristupiti s
iznimnom paznjom. ACMG je izradilo smjernice za genetsko testiranje na
Alzheimerovu bolest (84) prema kojima se, izmedu ostaloga, za asimptomatske
pacijente kojima je nadena genetska predispozicija za Alzheimerovu bolest preporuca:
detaljan neuroloski pregled; obrada psihologa ili psihijatra kako bi se utvrdilo bi li
pacijent mogao dobro podnijeti takav nalaz; daljnja psihijatrijska obrada ili eventualno
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odgadanje primopredaje nalaza ukoliko se utvrdi potreba za time; educirati pacijenta
o bolesti i pripremiti ih na moguénost nepovoljnog nalaza; ponuditi opciju da odbije
primiti nalaz; ponuditi opciju da nalaz primi putem posrednika (idealno bliske osobe);
raspraviti o mogucénosti naknadnog primitka nalaza; raspraviti o implikacijama na
pokri¢e zdravstvenog osiguranja i diskriminacije na genetskoj osnovi. Sli¢ni principi bi
se mogli lako primijeniti na druge, slicne bolesti, uz dodatan naglasak na implikacije u
vidu planiranja obitelji i genetske predisponiranosti drugih ¢lanova obitelji. Posebnu
paznju bi trebalo dati mogucnosti da dijete primi nalaz takve bolesti tek nakon
zakonske punoljetnosti ili dobi kada ono moZe samostalno odluCivati, iz razloga
postivanja njegove autonomije. Takoder bi trebalo istraziti moguénost da dijete
adolescent primi nalaze bez prisustva svojih roditelja. S obzirom na to da mozZe dodi
do sukoba izmedu lije€nika, koji obi¢no djeluju u interesu pacijenta, i istrazivaca, koji
obi¢no djeluju s ciliem stvaranja znanja, u proces odluivanja o obznanjivanju

sekundarnih nalaza trebalo bi ukljuciti institucijske odbore (81).

Postoji opravdana zabrinutost oko tzv. potroSackog genetskog testiranja. S
obzirom na to da nalazi takvog testiranja idu direktno od pruzatelja usluge k potrosacu,
zaobilazeéi stru¢no savjetovanje prije testiranja i struCnu interpretaciju rezultata,
koli¢ina informacija koju testiranje metodom WGS pruza ima mogucénost navesti
krajnje primatelje rezultata na pogresSan put u vidu promjena stila zZivota i/ili koridtenja
zdravstvenih usluga (81). Na srecCu, za sada postoje malobrojni dokazi o takvom
ponasanju (81). Takoder, zakonska regulacija potroSackog testiranja nije narocito
razvijena na medunarodnoj razini (85), sto dozvoljava tvrtkama da zaobidu nacionalne
zakonske regulative i pruzaju usluge bez, takoreci, stru¢nog filtriranja. S obzirom na
to da se ovaj rad bavi pedijatrijskim kontekstom, mora se spomenuti i da postoje

dodatne implikacije potroSackog testiranja u djece — sve $to je ranije re€eno o
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sekundarnim nalazima koji ukazuju na genetsku predisponiranost bolestima koje se
razvijaju u odrasloj dobi vrijedi i u kontekstu potroSackog testiranja, s time da postoji
potencijal za nastanak joS veée Stete kao posljedice manjka ukljuCenja medicinskih
struCnjaka. Razumno je oCekivati da ¢e toga biti viSe s obzirom na trend pada cijena
testiranja metodom WGS i samim time povecanjem pristupacnosti iste, i zbog toga
treba poraditi na stvaranju Cvrste zakonske regulacije potroSackog genetskog
testiranja kako bi se pobrinulo da su potrosaci svjesni svih rizika koje takvo testiranje

implicira, i kako bi se nalazi takvih testiranja Sto kvalitetnije strucno filtrirali.

Naposljetku, javlja se problem decentraliziranosti podataka o genetskim
varijantama i manjka automatskog sustava za dojavu azuriranih podataka o genetskim
varijantama. lako postoje velike baze podataka o varijantama gena i njihovom
kliniCkom znacaju, primjerice ClinVar (86) ili Human Gene Mutation Database (HGMD)
(87), interpretacije pojedinih varijanti se razlikuju, ponekad su netocne, i razliite baze
mogu imati razliite zbirke podataka. Takoder, interpretacije pojedinih varijanti
predstavljaju znanje u trenutku kada su objavljene i one se u vecini sluCajeva ne
azuriraju automatski, $to zahtijeva pregled literature o toj varijanti kada se ona koristi
u klinickom kontekstu (6). Ipak, vec¢ je bilo pokusaja automatizacije procesa reanalize
i reinterpretacije pronadenih varijanti gena sukladno novim saznanjima (6, 46), a
vjerojatno najuspjesnija je ona autora Machini et al. u sklopu projekta MedSeq (6).
Doti¢ni su uz pomoc platforme Genelnsight (88) pokazali kako je moguce informaticki
integrirati bazu podataka s elektroniCkim zapisima pacijenata i pomoc¢u toga uvelike
automatizirati reanalizu podataka o genetskim varijantama, ubrzati komunikaciju novih
saznanja 0 genomima svojih pacijenata i smanjiti radne zahtjeve reanalize. U
kontekstu pedijatrije treba razmotriti i prikladnost obznanjivanja novih saznanja o

genomima mladih pacijenata, i zato treba uzeti u obzir njihovu dob i stupan;
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psihosocijalnog razvoja kako bi se nova saznanja komunicirala u Sto prikladnijem
trenutku, ali ipak ne prekasno da bi se moglo djelovati. Isto tako bi trebalo s pacijentima
i njihovim obiteljima dogovoriti dugoroc¢ni plan komunikacije novih saznanja.
Podrazumijeva se i da se te nalaze pohrani u trajnom elektronickom obliku kako se
oni ne bi s viemenom zagubili i kako ne bi bilo potrebno ponovo trosSiti resurse i vrijeme

na izradu sekvence genoma (81).

23



5. STO DONOSI BUDUCNOST?

UnatoC€ tome Sto je sekvenciranje cijelih genoma joS uvijek u povojima, vec se
prepoznalo da ono donosi veliki potencijal za buduc¢nost. Osim ve¢ obradenih tema
poput novorodenackog genetskog probira i genetskog probira odrasle populacije,
metoda WGS ima potencijala napraviti velike pomake u preciznoj, personaliziranoj i

preventivnoj medicini.

Sto su, ustvari, precizna i personalizirana medicina? To su dva pojma koja se
u velikoj vecini preklapaju, s time da ,personalizirana medicina“ obuhvaé¢a ono $to
spada pod ,preciznu medicinu“, ali i neke druge, poput prediktivne, participatorne i
stratificirane medicine (89). Ti pojmovi Cesto se koriste kao sinonimi i podrazumijevaju
krojenje zdravstvene skrbi prema specificnim obiljezjima skupina pacijenata,
podijeljenih prema njihovoj raznolikoj podloznosti odredenim bolestima, rizicima za
razvoj bolesti i interakcijama s lijekovima, koja su odredena njihovim genetskim
sastavom, Zzivotnim okolnostima i anamnezom (90, 91, 92). Precizna, odnosno
personalizirana medicina koja se temelji na genetskim predispozicijama ve¢ je
godinama ustaljena u praksi u odredenoj mjeri — ona obuhvaca jednostavne aspekte
zdravstvene skrbi poput tipizacije krvnih grupa u transfuzijskoj medicini, ali i viSe ili
manje specificne ciljane terapije za maligne tumore (ukljuujuéi tzv. ,pametne
lijekove®) (63), ciljianog probira i pracenja osoba kojima je otkrivena nasljedna
predispozicija za nastanak malignih tumora, poput Lyncheva sindroma (60), ili
prilagodbe terapije ovisno o farmakodinamskim i farmakokinetskim obiljezjima na koje
utjeCu farmakogenomski znacajne varijante gena (63). S obzirom na koli€inu
informacija koje nam WGS pruza, ve¢ dokazane primjene u praksi poput
novorodenackog probira, oportunisticCkog probira odraslih, genetske dijagnostike,
prekoncepcijske i prenatalne dijagnostike, planiranja obitelji, tipizacije krvnih antigena,
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genotipizacije karcinoma, prognoziranja rizika za multifaktorijalne bolesti, kao i na
trendove pada cijena sekvenciranja, optimizaciju procesa sekvenciranja i
interpretacije genetskih nalaza, i nova saznanja u vidu povezanosti gena i fenotipskih
obiljezja, za ocCekivati je da Ce se precizna medicina puno brze razvijati kada se
dijagnostika i probir metodom WGS s vremenom uvedu u rutinsku praksu. Ipak,
potrebno je poduzeti dodatne korake da bi se genomika uistinu integrirala u preciznu
medicinu, poput organiziranja baza podataka u centralizirane ili federirane sustave
(ovisno o tome jesu im primarna namjena istrazivacka, odnosno klinicka (93))
integracije i povezivanja baza podataka genetskih varijanti i njihovih interpretacija s
informatickim sustavima zdravstvenih ustanova i sustava (koji je u Republici Hrvatskoj,
nazalost, jako manjkav), te besplatni pristup tim podacima kako bi se $to viSe
poboljSala isplativost metoda genetske dijagnostike i probira, i sve to u svrhu Sto
efikasnije razmjene znanja. Potrebno je staviti veci naglasak na ulogu pacijenta u
kontekstu genomskih istraZivanja i personalizirane zdravstvene skrbi poticanjem na
dijeljenje podataka o vlastitim genetskim obiljezjima u svrhu unaprjedenja znanja, i
potrebno je uniformirati proces informiranog pristanka i srociti obrasce za pristanak na
nacin koji je lako razumljiv pacijentima i ispitanicima, odnosno njihovim skrbnicima
(94). Takoder je potrebno prosiriti zdravstveni kadar koji je kvalificiran za
razumijevanje, interpretaciju i komunikaciju genetskih nalaza (93). lako je jo$ uvijek
primjena metode WGS u klini¢koj praksi takoreéi u povojima, ve¢ postoje inicijative za
preciznu i personaliziranu medicinu koje se uvelike baziraju na novim genetskim
otkri¢ima, poput ameriCke Precision Medicine Initiative, kojoj su neposredni ciljevi
unaprijediti personaliziranu skrb onkoloSkih bolesnika i stvaranje znanja primjenjivog
na cijelu zdravstvenu skrb (91), ili britanske Genomics England (94). Za ocekivati je

da ¢e takve inicijative uvelike ubrzati razvoj precizne i personalizirane medicine.
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Zbog pada cijena sekvenciranja i povecanja pristupacnosti istoga, za oCekivati
je i da ¢e sve viSe korisnika zdravstvenih usluga posezati za potroSackim genetskim
testiranjem, koje se ve¢ danas nudi po relativho povoljnim cijenama (67). Ipak, kao sto
je ve¢ spomenuto, zbog manjka angaziranosti zdravstvenih struénjaka u potroSacko
testiranje kao i relativno povrSne i nesuglasne zakonske podloge na medunarodnoj
razini (85), bit ¢e potrebno izgraditi dobru zakonsku podlogu kako bi se izbjeqli
potencijalni nepovoljni ishodi u vidu krive interpretacije nalaza, posljedicne mozebitno
Stetne promijene stila Zivota i koriStenja zdravstvenih usluga, i kako bi se, u konacnici,

napravio dobar temelj za potroSacko genetsko testiranje koje ide u korist pacijenata.

Naposljetku, WGS ima velik potencijal da unaprijedi i preventivhu medicinu.
Kako raste isplativost genetskog sekvenciranja, tako bi genetski probir novorodencadi
mogao bi u skorijoj buduénosti postati test druge linije u novorodenackom probiru, a s
vremenom bi ¢ak djelomice ili potpuno mogao zamijeniti biokemijski probir (95). Osim
toga, nalazi genetskog sekvenciranja novorodencadi nemaju samo implikacije za
njihovo djetinjstvo, ve¢ i za cijeli zivot. Kao $to je obradeno ranije u tekstu, nalazi
genetskog sekvenciranja mogu otkriti genetske predispozicije za nasljedne bolesti s
ispoljavanjem u odrasloj dobi, maligne bolesti, multifaktorijalne bolesti i klini¢ki
znacajne farmakogenomske varijante, a na sve to se moze djelovati preventivno
probirom, pracenjem i/ili prilagodavanjem terapije sukladno genotipu. Ukoliko sustavni
probir novorodencadi postane iskljucivo cjelogenomski, postoji realna mogucnost da
genetski probir odraslih metodom WGS uopée nece biti potreban jednom kada se

svakoj osobi pruzi znanje o vlastitom genomu.
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6. ZAKLJUCAK

Cjelogenomska istrazivanja metoda je koja omogucuje Citanje sekvence gotovo
cjelokupnog ljudskog genoma i pruza neviden uvid u genetski sastav pojedinaca.
Njezina primjena u klinickoj praksi omogucit ¢e precizniji i detaljniji novorodenacki
probir, dijagnostiku nasljednih bolesti i bolesti multifaktorijalne etiologije s genetskom
predispozicijom, oportunistiCki probir djece i odraslih, preciznije planiranje obitelji i
prenatalnu dijagnostiku, te daljnje napretke u genetskim istrazivanjima, asocijacijskim
istrazivanjima, transfuzijskoj medicini i personaliziranoj medicini. Trenutna ogranicenja
i prepreke su cijena takvih istraZivanja, malobrojni podaci o njihovoj isplativosti,
manjak genetski educiranog zdravstvenog kadra, etiCke dileme oko vracanja
odredenih vrsta nalaza i oko procesa pristanka pacijenata, manjak studija o percepciji
cjelogenomskih istrazivanja, slabo razvijena i nesuglasna zakonska regulacija
genetskih istrazivanja i pokrica od strane pruzZatelja osiguranja, te relativno slaba
povezanost informatickih sustava za razmjenu informacija o varijantama gena i
njihovom klini€kom znacaju. Velik broj studija koje su do sada izradene u sklopu ove
tematske cjeline imaju ograni¢enja poput malog broja ispitanika i nereprezentativne
rasne, dobne i socioekonomske strukture ispitanika, zbog ¢ega ¢e zasigurno biti
potrebno provesti jo§ mnogo takvih studija na reprezentativnijim uzorcima ispitanika

kako bi se znanje o primjeni WGS u klini¢koj medicini utvrdilo i proSirilo.
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